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RESUMO 
 
 
Meningite neonatal é uma doença caracterizada pela inflamação das 
meninges, ocorrendo geralmente nos primeiros 28 dias de vida. 
Infecções por Streptococcuspneumoniae, meningite e/ou sepse, em 
recém-nascidos está associada com a ruptura prolongada de membranas, 
doença materna e prematuridade. Apresenta alta taxa de mortalidade e 
50% dos sobreviventes apresentam algum tipo de deficiência. O 
ambiente enriquecido pode ser utilizado na tentativa de minimizar o 
dano cognitivo, já que é uma abordagem não farmacológica e tem sido 
demonstrando sua ação na plasticidade cerebral, neurogênese e aumento 
da expressão do fator neurotrófico, bem como proteção contra os efeitos 
de lesões cerebrais. O objetivo deste trabalho foi avaliar os mediadores 
inflamatórios, integridade da barreira hematoencefálica e parâmetros 
comportamentais em ratos Wistar neonatos submetidos ao ambiente 
enriquecido após indução da meningite porStreptococcuspneumoniae. 
Os níveis de citocinas tiveram um aumento antes da ruptura da barreira 
hematoencefálica, que ocorreu no hipocampo em 18horas e no córtex 
em 12horas após a indução da meningite pneumocócica. Os níveis de 
TBARS aumentaram em 12 h e 24 h no córtex sem ocorrer alteração no 
hipocampo. A carbonilação de proteínas foi aumentada em 24 h e 48 h 
no hipocampo, sem ocorrer alteração no córtex. Houve aumento na 
atividade da SOD no hipocampo em 12 h e 48 h. Ocorreu aumento da 
Catalase em 48 h no hipocampo e no córtex. Os níveis de atividade da 
Mieloperoxidase não alteraram no hipocampo e no córtex após a 
indução da meningite. Nos testes comportamentais, 60 dias após a 
indução da meningite, o grupo meningite não mostrou diferença no 
desempenho entreas sessões treino e teste na atividade de campo aberto, 
sugerindo prejuízo da memória de habituação. No grupo 
meningite/ambiente enriquecido, o desempenho foi significativamente 
diferente, mostrando preservação da memória de habituação. Natarefa 
de esquiva inibitória, não houve diferença comportamental entre as 
sessões treino e teste no grupo meningite, demonstrando 
comprometimento da memória aversiva. Por outro lado, ocorreram 
diferenças no desempenho do grupo meningite/ambiente enriquecido, 
demonstrando preservação da memória aversiva. Tanto no grupo 
meningite, quanto no meningite/ambiente enriquecido, os níveis de fator 
neurotrófico derivado do cérebro (BDNF),interleucina-4 (IL-4) e IL-10 
foram aumentados no hipocampo e no liquido cefalorraquidiano (LCR). 
Os dados sugerem que o ambiente enriquecido é uma terapia não  
  
  
  
invasiva, que permite a recuperação dedéficits de memória causados por 
meningite neonatal. 
 
 
Palavras-chave: meningite pneumocócica; ambiente enriquecido; 
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ABSTRACT 
 
 
Neonatal meningitis is a disease characterized by inflammation of the 
meninges, usually occurring within the first 28 days of life. 
Streptococcus pneumoniae infections, meningitis and / or sepsis in 
newborns is associated with prolonged rupture of the membranes, 
premature birth and maternal disease. Has a high mortality rate and 50% 
of survivors have some form of disability. The enriched environment 
can be used in an attempt to minimize the cognitive damage, since it is a 
non-pharmacological approach and has been demonstrating its effect on 
brain plasticity, neurogenesis and increased neurotrophic factor 
expression and protection against the effects of brain injury. The 
objective of this study was to evaluate the inflammatory mediators, 
integrity of the blood brain barrier and behavioral parameters in rats 
neonates undergoing enriched environment after induction of meningitis 
caused by Streptococcus pneumoniae. Cytokine levels were increased 
prior to rupture of the blood-brain barrier, which occurred in the 
hippocampus and cortex for 18hours at 12 hours after induction of 
pneumococcal meningitis. TBARS levels increased at 12 h and 24 h in 
the cortex with no change occurs in the hippocampus. The protein 
carbonylation was increased to 24 h and 48 h in the hippocampus, no 
change occurs in the cortex. An increase in the SOD activity in 
hippocampus at 12 h and 48 h. There was an increase of catalase at 48 h 
in the hippocampus and cortex. The myeloperoxidase activity levels did 
not change in cortex and hippocampus after the induction of meningitis. 
In behavioral tests, 60 days after the induction of meningitis, meningitis 
group showed no difference in the training sessions betweenoperations 
performance and testing in open field activity, suggesting loss of 
habituation. In the group meningitis/enriched environment, performance 
was significantly different, showing preservation of habituation. In the 
inhibitory avoidance task, no behavioral difference between training 
sessions and test the meningitis group, demonstrating commitment 
aversive memory. Moreover, significant differences in the performance 
group meningitis/enriched environment, showing the preservation of 
aversive memory. The group meningitis and meningitis/enriched 
environment, neurotrophic factor levels derivative (BDNF), interleukin-
4 (IL-4) and IL-10 were increased in the hippocampus and cerebral 
spinal fluid (CSF). The data suggest that enhanced environment is a 
non-invasive therapy that enables recovery of memory deficits caused 
by neonatal meningitis. 
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1 INTRODUÇÃO 
1.1 MENINGITE 
Meningite neonatal é uma doença caracterizada pela inflamação 
das meninges que ocorre nos primeiros 28 dias de vida. Esta doença 
continua sendo uma causa importante de morbidade e mortalidade em 
recém-nascidos(De Louvois et al., 2005; Kim, 2010).O microrganismo 
causador de meningite neonatal tende a variar de acordo com o país, no 
entanto um número relativamente pequeno de agentes patogénicos como 
Streptococcusagalactiae, Escherichia coli, Listeriamonocytogenes e 
Streptococcuspneumoniaesão responsáveis pela maioria dos casos (Kim, 
2010). S. agalactiae implica em até 50% dos casos, bactérias Gram 
negativos causam 30-40% dos casos (Dawson et al., 1999), S. 
pneumoniae6% dos casos e L. monocytogenes 5% (Okike et al., 
2014b).A meningite pneumocócica é a mais grave dentre as meningites 
bacterianas. Estudo anterior sugere que a infecção invasiva por S. 
pneumoniae, meningite e sepse, em neonatos está associada com a 
ruptura prolongada das membranas, a colonização maternal/doença, 
prematuridade e elevada mortalidade (50%) (Hoffman e Maldonado, 
2008). A mortalidade na meningite em pacientes não tratados se 
aproxima de 100% (Kim, 2010) e 50% dos casos tratados tem algum 
tipo de deficiência (Okike et al., 2014a). 
Sequelas neurológicas de longo prazo são encontradas em 
pacientes que sobrevivem à meningite bacteriana durante a infância, 
incluindo a surdez, déficits sensório-motor, distúrbios convulsivos e 
deficiências cognitivas tais como déficits de aprendizagem e memória 
(Meli et al., 2002). 
Em modelos animais de meningite o tratamento adjuvante com 
antioxidante (Barichello et al., 2012e), com canabidiol, (Barichello et 
al., 2012a) ou dexametasona (Barichello et al., 2011) tem demonstrado 
prevenir disfunção cognitiva, prevenção de dano a memória, redução 
dos níveis de TNF-, formação de malondialdeido e carbonilação de 
proteínas, diminuição da integridade celular, aumentando ainda os 
níveis de superóxido mitocondrial.  
1.2 EPIDEMIOLOGIA 
A meningite bacteriana representa uma patologia muito 
importante em todo o mundo, e é considerada uma doença grave e com 
alta incidência de mortalidade e morbidade (Wenger et al., 1990). A 
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taxa de letalidade para países desenvolvidos é de 4,5%, enquanto que 
em países com baixa renda varia de 15 a 50%(Molyneux et al., 2002; 
Brandt, 2010a). 
A taxa média de letalidade mundial é 43%. Em um estudo de 
O’Brien e colaboradores (2009) para a meningite pneumocócica em 
crianças menores de cinco anos de idade, a taxa de incidência global foi 
de 17 casos para 100.000 habitantes (38 para a África) e a taxa média de 
letalidade foi de 59% (73% para a África). No mundo, 65 mil crianças 
morreram de meningite pneumocócica, sendo que 31.700 dessas mortes 
foram na África (O'brien et al., 2009). 
A mortalidade dos pacientes não tratados se aproxima de 100% e 
50% dos casos tratados sofrem com alguma forma de sequela, podendo 
incluir déficit de aprendizagem, surdez, retardo mental e hidrocefalia. 
Os recém-nascidos sobreviventes permanecem com alto risco de 
sequelas neurológicas e deficiência ao longo da vida, como resultado do 
dano do processo infeccioso aos seus cérebros em desenvolvimento 
(Polin e Harris, 2001; De Louvois et al., 2005).  
No Brasil em 2011, foram confirmados 8.676 casos de meningite 
em todas as faixas etárias, segundo o Sistema de Informação de Agravos 
de Notificação (SINAN). Desses, 37% foram de origem bacteriana, 41% 
viral, 17% não especificada e 3% por outra etiologia. Entre os casos de 
meningite bacteriana, 35% foram meningocócica, 43% como meningites 
por espécies bacterianas não especificadas e 15% como meningite 
pneumocócica. Em menores de dois anos de idade foram confirmados 
1.570 casos de meningites: 37% foram de origem bacteriana, 41% viral, 
19% não especificada e 1% de meningite por outra etiologia. Entre os 
casos de meningite bacteriana, 34% foram meningite meningocócica, 
47% como meningites por outras bactérias e 13% como meningite 
pneumocócica (SVS, 2012). 
As crianças são particularmente vulneráveis à meningite 
bacteriana, dois terços das mortes por meningite em países de baixa 
renda ocorrem entre crianças menores de 15 anos de idade (Kim, 
2010).Nos recém-nascidos com bacteremia a meningite bacteriana 
ocorre em até 15%.Entre as crianças com doença invasiva estreptocócica 
de 5 a 10%, apresentam meningite com início precoce e cerca de 25% 
com início tardio (Jordan et al., 2008; Phares et al., 2008). 
A incidência documentada de meningite bacteriana em recém-
nascidos (RN <1 mês) diminuiu substancialmente desde os anos 1970, 
em grande parte devido à prevenção através da triagem materna para 
estreptococos do grupo B e antimicrobianos intraparto, avaliação rápida 
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dos bebês em unidades de cuidados intensivos neonatais einício precoce 
do tratamento (Verani et al., 2010). 
1.3 ASPÉCTOS CLÍNICOS 
O quadro clínico na meningite neonatal geralmente é 
indistinguível da sepse neonatal sem meningite. Os sinais clínicos mais 
comumente relatados são a instabilidade na temperatura, irritabilidade 
ou letargia e má alimentação ou vômitos. A Meningite neonatal é 
categorizada como precoce quando apresenta sinais de infecção até 72 
horas de vida, e de início tardia quando os sintomas surgem após 72 
horas de vida (Cohen-Wolkowiez et al., 2009). 
Países desenvolvidos apresentam uma incidência de 0,3/1000 e 
mortalidade de 10% - 15% para meningite neonatal, enquanto os países 
em desenvolvimento apresentam uma incidência de 0,8 – 6,1 /1000 e 
mortalidade de 40% - 58% (Furyk et al., 2011; Gaschignard et al., 2011; 
Okike et al., 2014a). 
Os fatores preditivos de morte ou graves sequelas de meningite 
bacteriana incluem: baixo peso ao nascer (peso ao nascer < 2.500 g) ou 
parto prematuro (< 37 semanas de gestação), uma história de sintomas 
por mais de 24 horas antes da hospitalização, leucopenia (leucócitos < 
5000/µL) e neutropenia na apresentação, convulsões que ocorrem mais 
de 72 horas após a internação, déficits neurológicos focais a exigência 
de suporte ventilatório mecânico ou inotrópicos e esterilização retardada 
do liquido cefalorraquidiano (LCR)(Overall, 1970; Unhanand et al., 
1993; Klinger et al., 2000; May et al., 2005; Greenberg et al., 2011). 
A avaliação de recém-nascidos com suspeita de septicemia ou 
meningite deve incluir uma revisão da história pré-natal, parto e exame 
físico completo. O quadro clínico de meningite bacteriana no recém-
nascido é inespecífico, e os recém-nascidos com suspeita de meningite 
bacteriana devem ser submetidos a uma avaliação laboratorial para 
sepse, que inclui: hemograma completo com diferencial, hemocultura, 
cultura de urina (se > 6 dias de idade) e punção lombar (para o 
LCR:contagem de células, proteínas, glicose, coloração de Gram, e 
cultura) (Nizet, 2011). 
O diagnóstico laboratorial é feito pela identificação do patógeno 
bacteriano a partir do LCR por cultura e/ou visualização por coloração 
de Gram. As características do LCR que indicam infecção bacteriana 
incluem: 
32 
• Aumento de glóbulos brancos (tipicamente > 1000/µL, mas 
pode ser menor, especialmente com organismos Gram-positivos), com 
predomínio de neutrófilos; 
• Concentração de proteínas do LCR elevada (> 150 mg/dL em 
bebês prematuros e > 100 mg/dL em bebês nascidos a termo); 
• Concentração de glicose diminuída (< 20 mg/dl [1,1 mmol/L] 
de pré-termo e <30 mg/dl [1,7 mmol/L] em crianças a termo); 
As hemoculturas muitas vezes são positivas para o mesmo 
organismo como a cultura LCR, mas pode ser negativa em até 30 ou 
38% (Wiswell et al., 1995; Stoll et al., 2004; Garges et al., 2006). 
O atendimento inicial para todos os recém-nascidos com 
meningite devem ser fornecidos em um ambiente de cuidados 
intensivos. Embora não existam dados para quantificar o impacto, a 
oxigenação adequada, prevenção de hipoglicemia, terapia 
anticonvulsivante eficaz, o controle da hipertensão intracraniana, e 
prevenção de oscilações do fluxo sanguíneo cerebral são considerados 
peças fundamentais do gerenciamento de recém-nascidos com meningite 
bacteriana (Saez-Llorens, 2004). 
Para o tratamento, se a avaliação inicial do LCR é sugestiva de 
meningite bacteriana, é indicado antimicrobiano de amplo espectro que 
têm penetração adequada no LCR e deve ser iniciado tão cedo quanto 
possível (Saez-Llorens, 2004). 
O acompanhamento para os pacientes sobreviventes de meningite 
neonatal inclui o monitoramento da audição, monitoramento da 
acuidade visual e avaliações periódicas do estado de desenvolvimento 
neuropsicomotor(Estripeaut, 2009). 
1.4FISIOPATOLOGIA 
S. pneumoniae é um microrganismo encapsulado com 
características distintas que lhe permitem invadir o hospedeiro, 
colonizar a mucosa e alcançar a circulação sanguínea (Somand e 
Meurer, 2009). 
A barreira hematoencefálica (BHE) é responsável pela 
manutenção do microambiente neuronal através da regulação da 
passagem de moléculas para dentro e fora do cérebro, protegendo-o de 
microrganismos e toxinas presentes na corrente sanguínea e mantendo a 
homeostase do sistema nervoso central (SNC) (Weiss et al., 2009).  
No SNC, a bactéria multiplica-se rapidamente, e ao mesmo 
tempo ocorre lise bacteriana com liberação de compostos altamente 
imunogênicos, como o ácido teicóico e peptidioglicano(Koedel et al., 
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2010). Os componentes bacterianos são, então, reconhecidos por 
receptores do tipo Toll-like (TL) ou receptores intracelulares tais como 
NOD1/2 e NLRP3 que ativam o fator nuclear Kappa B (NF-κB), 
consequentemente ocorre à liberação de moléculas mediadoras pro-
inflamatórias e outras substâncias pró-inflamatórias do hospedeiro, 
como prostaglandinas, metaloproteinases (MMP), mieloperoxidase 
(MPO) e espécies reativas de oxigênio (ERO) (Van De Beek, 2009).  
O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), e a interleucina1 beta 
(IL-1β), desencadeiamuma resposta inflamatória de fase aguda, 
subsequentemente, outros mediadores são liberados, como interleucina-
6 (IL-6), IL-8, fator de agregação plaquetária (PAF), metabólitos do 
ácido araquidônico e proteínas derivadas dos macrófagos (Quagliarello 
e Scheld, 1992; Tunkel e Scheld, 1993). 
Deste modo, ocorre a ativação e a liberação de citocinas e 
quimiocinas, desencadeando a migração de neutrófilos a partir do 
sangue periférico para o sitio da infecção, estes por sua vez são 
responsáveis por uma excessiva produção de EROS. Este processo 
éresponsável pela peroxidação lipídica, quebras no ácido 
desoxirribonucleico (DNA), danos mitocondriais e nitração da tirosina, 
devido o aumento na produção de ERO e, ou diminuição das defesas 
antioxidantes, provocada pelo estresse oxidativo (Klein, Koedel e 
Pfister, 2006), resultando em danos cerebrais, muitas vezes irreversíveis 
(Brandt, 2010a). 
1.5 INFLAMAÇÃO NEURONAL 
Muitas células cerebrais tais como astrócitos, células da glia, 
células endoteliais, células ependimárias e macrófagos residentes, 
podem produzir citocinas e moléculas pró-inflamatórias em resposta a 
replicação bacteriana e seus componentes(Kronfol e Remick, 2000). Foi 
detectado em um estudo o aumento dos níveis de TNF- - -6 
no LCR em todos os recém-nascidos com meningite(Krebs et al., 2005). 
O TNF-α é um marcador de resposta inflamatória aguda em 
crianças com meningite bacteriana (Mukai et al., 2006)e é essencial para 
uma adequada resposta imune do hospedeiro (Aas et al., 2005). A IL - 
1β é uma citocina importante que tem efeitos estimuladores potentes 
sobre leucócitos do sangue e promove a aderência de neutrófilos e 
monócitos nas células endoteliais (Ostergaard et al., 2004). 
A IL- 6 tem efeitos predominantemente pró-inflamatórios, tais 
como febre, leucocitose, atuando na indução de proteínas de fase aguda 
(Gruol e Nelson, 1997), atuando também como uma citocina anti-
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inflamatória, esua faltaaumenta a resposta inflamatória, diminuindo a 
permeabilidade vascular na meningite bacteriana (Paul et al., 2003). Em 
estudos em modelo animal, observou-se que após a indução da 
meningite pneumocócica neonatal, os níveis de TNF- - citocina 
quimiotática indutora de neutrófilo tipo-1 (CINC-1) e IL-6 estavam 
aumentados antes da quebra da BHE (Barichello et al., 2012b). O CINC 
- 1 está envolvido na infiltração de células inflamatórias para o 
parênquima cerebral (Katayama et al., 2009). 
O fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) é amplamente 
distribuído por todo o cérebro e tem demonstrado capacidade de 
proteger os neuronios contra os danos causados pelo estresse oxidativo, 
metabólico e citotóxico (Marini et al., 2007). O BDNF tem uma 
importante função reguladora na proliferação célular e exerce efeitos 
neuroprotetores via modulação da plasticidade sináptica, regulando 
densidade sináptica e a expressão de proteínas sinápticas (Tartaglia et 
al., 2001; Abdallah et al., 2013). 
1.6 ESTRESSE OXIDATIVO 
A definição para radicais livres é de moléculas com um ou mais 
elétrons não-pareados em orbitais atômicos ou moleculares(Halliwell e 
Gutteridge, 2007). As ERO podem ser definidas como moléculas 
derivadas da redução parcial do oxigênio molecular que reagem com 
moléculas orgânicas e são citotóxicas, podendo induzir a morte celular 
neuronal. Em baixas concentrações, essas moléculas atuam em 
processos celulares de defesa contra agentes patogênicos e reposta 
mitogênica(Valko et al., 2007). 
Os mecanismos de defesa contra o excesso de radicais livres 
envolvem a atividade de antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos. 
No grupo de defesas antioxidantes enzimáticasencontram-se as enzimas 
superóxido dismutase (SOD), a glutationaperoxidase (GPx) e a catalase 
(CAT). Enquanto que no grupo de antioxidantes não-enzimáticos estão 
ácido ascórbico (vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), glutationa, 
carotenóides, flavonóides e outros (De Menezes et al., 2009). Em 
condições normais, a produção de espécies reativas é balanceada pelo 
sistema de defesa antioxidante no organismo. Entretanto, quando a 
geração de espécies reativas excede a capacidade das defesas 
antioxidantes, ocorre o estresse oxidativo(Droge, 2002). 
O processo de estresse oxidativo é determinado pelo balanço 
entre a quantidade de espécies oxidantes geradas e a capacidade dos 
processos metabólicos de produzir antioxidantes (Halliwell e 
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Gutteridge, 2007). O SNC é especialmente vulnerável aos efeitos 
deletérios do estresse oxidativo, e isso ocorre devido à presença de 
ácidos graxos poli-insaturados, que podem ser alvos das ERO, e por 
possuir uma baixa concentração das defesas antioxidantes (De Menezes 
et al., 2009). 
Após a interação entre o microrganismo e o hospedeiro ocorre a 
resposta de defesa, que envolve tanto componentes do sistema imune 
humoral como o celular. As células mononucleares desempenham um 
papel fundamental, liberando uma variedade de interleucinas e uma 
série de outras moléculas, como quimiocinas, mediadores lipídicos 
como o fator ativador de plaquetas, prostaglandinas, leucotrienos e ERO 
(Brandt, 2010b). A produção maciça de ERO leva a danos colaterais que 
contribuem para processos neuroinflamatórios e a propagação da 
doença(Klein et al., 2006). Radicais livres são altamente reativos e 
podem causar danos em lipídios, proteínas, carboidratos ou ácidos 
nucléicos, aumentando assim o risco de sequelas. 
1.7 BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA 
A BHE é formada por células endoteliais microvasculares, 
astrócitos, e pericitos. Esta barreira age controlando a troca de 
substâncias para dentro e para fora do cérebro,protegendo o mesmo de 
toxinas e patógenos (Kim, 2008). 
As bactérias podem atravessar a BHE por diferentes mecanismos, 
sendo eles, transcelular, paracelulare em fagócitos infectados. A 
travessia transcelular ocorre quando o microrganismo penetra as células 
sem qualquer evidencia deruptura nas células ou junções intracelular 
(Kim, 2008). Streptococcuspneumoniae,Streptococcusagalactiae e E. 
coli podem atravessar a BHE através deste mecanismo(Kim, 2003). Para 
atravessar a BHE o Streptococcuspneumoniae deve interagir com 
fosforilcolina da parede celular e o receptor do fator de ativação 
plaquetária(Kim, 2008). 
A disfunção da BHE é um elemento importante da progressão de 
várias doenças do SNC (Weiss et al., 2009). A quebra da BHE permite 
que circulem substancias neurotóxicas para o parênquima cerebral, com 
infiltração de leucócitos e ativação da microglia, promovendo uma 
resposta inflamatória(Cardoso et al., 2010). 
36 
1.8 AMBIENTE ENRIQUECIDO 
Pacientes sobreviventes a meningite neonatal apresentam risco de 
deficiência neurológica em longo prazo, em um estudo prospectivo com 
crianças de 5 anos de idade mostou que as que tiveram meningite 
neonatal foram 10 vezesmais propensas a ter deficiência moderada ou 
grave do que aquelas que nunca tiveram meningite(Bedford et al., 
2001). 
As sequelas neurológicas mais frequentes em pacientes 
sobreviventes de meningite são surdez, paralisia cerebral, déficits 
sensório-motor, distúrbios convulsivos e neurointelectual, incluindo 
déficits de aprendizado e memória.(Anderson et al., 1997; De Louvois et 
al., 2005). 
 Crianças com reconhecida sequela neurológica devem ser 
encaminhadas para um acompanhamento neurológico, terapia 
ocupacional e fisioterapia, assim elas têm a oportunidade de alcançar 
uma maior recuperação de seu potencial (Swanson, 2015). 
Uma intervenção que pode ter um potencialefeito sobre a função 
cognitiva é a promoção de estímulos e oportunidades educacionais. A 
relação entre a qualidade do ambiente e a função cognitiva pode ser 
avaliada através de intervenções de enriquecimento do ambiente 
doméstico e escolar (Bangirana et al., 2006). Estudos mostraram que 
crianças que receberam intervenções de enriquecimento do ambiente 
domiciliar e escolar demonstraram melhor funcionalidade cognitiva 
quando comparadas a crianças em que o ambiente não foi enriquecido 
(Bangirana et al., 2006). 
O enriquecimento ambiental é o termo utilizado quando se expõe 
animais a estímulos maiores do que eles receberiam em condições de 
habitação normais. As estratégias de enriquecimento físico envolvem 
modificações estruturais das gaiolas, incluindo maior espaço e a 
inclusão de recursos como túneis de plástico, objetos de madeira para 
roer, cordas, balanços, rodas de corrida, bolas, rampas, escadas e outros 
brinquedos de animais de tamanho adequado que permitem aos animais 
mais exercícios, maior exploração e automaticamente maior função 
cognitiva (Rosenzweig e Bennett, 1996). 
A estimulação ambiental é crítica para o desenvolvimento 
cerebral. Estudos prévios demonstraram que o enriquecimento do 
ambiente pode promover alterações estruturais e funcionais no SNC, 
incluindo aumento das ramificações dendríticas, expressão de proteínas 
sinápticas, plasticidade sináptica e neurogênese (Ickes et al., 2000; He et 
al., 2010). 
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Ickes e colaboradores (2000) demonstraram que o ambiente 
enriquecido melhora a memória espacial e a neuroplasticidade e induz 
aumento na expressão de neurotrofinas como fator de crescimento 
neuronal (NGF), BDNF e neurotrofina-3 (NT-3), que são os três fatores 
neurotróficos expressos no hipocampo, envolvidos na neuroplasticidade 
relacionada à memória e aprendizado (Ickes et al., 2000). 
Além disso, o ambiente enriquecido (AE), quando utilizado numa 
tentativa de minimizar o dano cognitivo, torna-se uma promissora 
abordagem não farmacológica e tem sido demonstrado que estimula a 
plasticidade cerebral, neurogênese e aumento da expressão do fator 
neurotrófico, bem como protege contra os efeitos de danos cerebrais 
(Fares et al., 2013). 
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2. OBJETIVOS 
2. 1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar os mediadores inflamatórios, integridade da barreira 
hematoencefálica e parâmetros comportamentais em ratos Wistar 
neonatos submetidos ao ambiente enriquecido após indução da 
meningite por Streptococcus pneumoniae. 
2.2OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Analisar os níveis de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e CINC-1 no 
hipocampo e córtex cerebral de ratos neonatos nos tempos de 6,12,24, 
48 e 96 horas após a indução da meningite pneumocócica. 
 
- Avaliar a integridade da BHE no hipocampo e córtex cerebral 
de ratos neonatos nos tempos de 6, 12, 18, 24 e 30 horas após a indução 
da meningite pneumocócica. 
 
- Avaliar a atividade da superóxido dismutase e da catalase no 
hipocampo e cortéx cerebral dos animais nos tempos de 6,12, 24 e 48 
horas após a indução da meningite pneumocócica. 
 
- Avaliar os níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, 
atividade da mieloperoxidase e dano a proteína no hipocampo e cortéx 
cerebral dos animais nos tempos de 6,12, 24 e 48 horas após a indução 
da meningite pneumocócica. 
 
- Avaliar dano de memória e aprendizagem na vida adulta de 
animais submetidos à meningite pneumocócica no período neonatal e 
expostos ao ambiente enriquecimento. 
 
- Analisar os níveis de TNF-α, IL-10, IL-4, IL-6, BDNF e CINC-
1 no hipocampo e LCR de ratos adultos sobrevivente à meningite 
pneumocócica durante o período neonatal, tratados com antibiótico.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO DA PESQUISA 
A pesquisa foi realizada no Laboratório de Microbiologia 
Experimental, Laboratório de Neurociências, Laboratório de 
Fisiopatologia e Laboratório de Bioenergética da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense, UNESC, Criciúma, SC, Brasil. Todos os 
procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 
Animais da UNESC 53/2010 e 88/2012. 
3.2 ORGANISMO INFECTANTE 
S. pneumoniae (sorotipo 3) foi cultivado durante a noite em 10 
mL de caldo Todd Hewitt, diluído em meio fresco e cultivado até a fase 
logarítmica. Esta cultura foi centrifugada durante 10 min a 5.000 x g e 
novamente suspensa em solução salina estéril até a concentração de 
1x10
6 
UFCol/mL. O tamanho do inóculo foi confirmado por cultura 
quantitativa(Grandgirard et al., 2007b). 
3.3 PROTOCOLO PARA INDUÇAO DA MENINGITE 
S. pneumoniae, sorotipo III, proveniente do Instituto Adolfo Lutz, 
foi cultivado durante a noite em 10 mL de caldo Todd Hewitt, diluída 
em meio fresco e crescidas até a fase logarítmica. A cultura foi 
centrifugada durante 10 min a 5000 x g e novamente suspensa em 
solução salina estéril até a concentração de 5×10
9
UFCol/mL 
(Grandgirard et al., 2007b). 
3.4 PROTOCOLO PARA INDUÇÃO DA MENINGITE 
Foram utilizados ratos Wistar machos neonatos de 3/4 dias vida 
(15 - 20 g de peso corporal), provenientes do biotério da Universidade 
do Extremo Sul Catarinense. Todos os procedimentos cirúrgicos e 
inoculações bacterianas foram realizados sob anestesia, composta de 
uma administração intraperitoneal de cloridrato de cetamina (6,6 
mg/kg), cloridrato de xilazina (0,3 mg/kg) (Grandgirard et al., 2007b; 
Hoogman et al., 2007). 
Os animais foram submetidos a uma punção na cisterna magna 
com uma agulha calibre 23, recebendo 10 µL de solução salina estéril 
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como placebo ou volume equivalente de suspensão bacteriana de S. 
pneumoniae. No momento da inoculação, os animais receberam 
reposição volêmica com 1 ml de soro fisiológico sub cutâneo  e foram 
subsequentemente devolvidos às suas gaiolas (Irazuzta et al., 2002; 
Irazuzta et al., 2008). Dezoito horas após a indução, a meningite foi 
realizado a confirmação da infecção bacteriana, por uma cultura 
quantitativa de 5 µL de LCR obtido por punção da cisterna magna 
(Grandgirard et al., 2007a; Grandgirard et al., 2007b; Grandgirard e 
Leib, 2010). 
3.4TESTES BIOQUÍMICOS 
3.4.1 Dosagens de citocinas, quimiocinas e CINC-1 
Para avaliação das citocinas, quimiocinas e CINC-1 os animais 
foram divididos em 7 grupos experimentais: grupo controle (n = 6); 
meningite 0h (n = 6); meningite 6h (n = 6); meningite 12h (n = 6); 
meningite 24 h (n = 6), meningite 48 h (n = 6) e meningite 96h (n = 6), 
resultando em um total de 42 animais, esses mesmo foram eutanasiados 
por decapitação nos tempos acima descritos após a indução da 
meningite e em seguida as estruturas cerebrais hipocampo e córtex 
foram imediatamente isoladas e armazenadas a -80ºC para posterior 
análise dos níveis de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e CINC-1 (Figura 1). 
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10 μL                     
S. pneumoniae
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10 μL                     
LCR artificial 
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Meningite 0 h  
Meningite 6 h 
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TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 
e CINC-1 
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indução 
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indução 
96 h após a 
indução 
Tempo de morte dos animais 
Meningite 48 h  
Meningite 96 h 
n = de 6 animais por 
grupo
Figura 1:Linha de tempo representando o desenho experimental para dosagens de 
citocinas, quimiocinas e CINC-1. Fonte: Laboratório de Microbiologia 
Experimental, UNESC. 
 
As estruturas foram homogeneizadas em solução de extração 
(100 mg de tecido por 1 mL) contendo: 0,4 mol/L de NaCl, 0,05% de 
Tween 20, 0,5% de BSA, 0,1 mmol/L de fluoreto de fenil metil sulfonil, 
0,1 mmol/L de cloreto de benzetónio, 10 mmol/L de EDTA e 20 de KI a 
aprotinina, utilizando Ultra-Turrax(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). O 
homogenato de cérebro foi centrifugado a 3000 x g durante 10 min a 
4°C, e os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -20°C. A 
concentração de citocinas e quimiocinafoi determinada utilizando a 
metodologia de enzima e um ensaio de ELISA. Os sobrenadantes do 
tecido cerebral foram dosados em uma configuração de ELISA 
utilizando anticorpos comercialmente disponíveis, de acordo com os 
procedimentos fornecidos pelo fabricante (R & D Systems, 
Minneapolis, MN). 
3.4.2 Permeabilidade da barreira hematoencefálica por azul de 
Evans 
Para avaliação da integridade da BHE, os animais foram 
divididos em 2 grupos experimentais: controle (n = 6) e meningite (n = 
6) e eutanasiados em diferentes tempos: 6, 12, 18, 24 e 30 h após a 
indução da meningite. Para cada tempo houve um grupo controle e um 
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meningite (n = 12 por tempo), o total de animais para avaliação da 
integridade da BHE foi de 60 animais (Figura. 2). 
 
Figura 2: Linha de tempo representando o desenho experimental para avaliação da 
integridade da BHE. Fonte: Laboratório de Microbiologia Experimental, UNESC. 
 
A integridade da BHE foi analisada através do extravasamento do 
corante azul de Evans (Smith e Hall, 1996). Os animais foram 
anestesiados, com uma dose intraperitoneal de cloridrato de cetamina6,6 
mg/kg e cloridrato de xilazina 0,3 mg/kg (Grandgirard et al., 2007b; 
Hoogman et al., 2007), após foi então administrado 1 mL de azul de 
Evans (1% dissolvido em solução salina 0,9%) por via intravenosa 
através da veia femoral uma hora e meia antes de serem 
eutanasiados(Kawai et al., 2001) a seguir o tórax foi aberto e o coração 
foi perfundido com 200 mL de solução salina 0,9% através do 
ventrículo esquerdo na pressão de 100 mmHg até que o fluido de 
perfusão incolor fosse obtido a partir do átrio direito. Após os animais 
foram mortos por decapitação, sendo as estruturas hipocampo e córtex 
retiradas e armazenadas a -80 °C para o posterior teste bioquímico. Para 
avaliação da BHE, as amostras foram pesadas e colocadas em 50% de 
solução tricloroacética. Após homogeneização e centrifugação, o 
corante extraído foidiluído com etanol (1:3), onde foi determinada a sua 
fluorescência (excitação em 620 nm e emissão a 680 nm) com um 
espectrofotômetro (Hitachi 650-40, Tóquio, Japão). Os cálculos foram 
baseados no padrão externo (62,5-500 ng/mL) no mesmo solvente. O 
teor de azul de Evans no tecido foi quantificado a partir de uma linha 
padrão linear derivada de quantidades conhecidas do corante e expressa 
por grama de tecido. 
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3.4.3 Dano oxidativo e defesa enzimática 
 
Para avaliação do estresse oxidativo e atividade da 
mieloperoxidase os animais foram divididos em 5 grupos experimentais: 
controle (n = 6); meningite 6 h (n = 6); meningite 12 h (n = 6); 
meningite 24 h (n = 6) e meningite 48 h (n = 6). O total de animais para 
avaliação do estresse oxidativo e mieloperoxidase foi de 30 animais 
(Figura3). 
 
Figura 3: Linha de tempo representando o desenho experimental para avaliação do 
estresse oxidativo e atividade da mieloperoxidase. Fonte: Laboratório de 
Microbiologia Experimental, UNESC. 
 
3.4.3.1 Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
 
Como indicativo de peroxidação lipídica foi medido a 
concentração de TBARS tecidual durante uma reação ácida aquecida 
como previamente descrito (Draper e Hadley, 1990). Brevemente, as 
amostras obtidas foram misturadas com 1mL de ácido tricloroacético 
10% e 1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,67%, em seguida foram aquecidas 
por 15 minutos, e após a quantidade de TBARS foi determinada pela 
absorbância em 535 nanometro (nm) através de espectrofotômetro. Os 
resultados foram expressos como equivalentes de malondialdeído por 
miligrama de proteínas (Lowry et al., 1951). 
 
3.4.3.2 Dano a proteínas 
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O dano a proteínas foi avaliado pela determinação dos grupos 
carbonil, conforme previamente descrito por (Levine et al., 1990). 
Brevemente, as proteínas foram precipitadas pela adição de 20% de 
ácido tricloroacético e redissolvido em dinitrofenilidrazina, sendo a 
absorbância avaliada a 370 nm.  
 
3.4.3.3 Atividade da superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) 
 
A atividade da catalase foi determinada medindo a taxa de 
decaimento da absorbância do peróxido de hidrogênio em 240 nm 
conforme previamente descrito (Aebi, 1984). 
A atividade da superóxido dismutase foi determinada pela 
inibição da auto-oxidação da adrenalina medida 
espectrofotometricamente conforme previamente descrito (Lissi et al., 
1995). 
 
3.4.3.4. Atividade da mieloperoxidase 
 
Os tecidos foram homogeneizados (50 mg/mL) em 0,5% de 
brometo de hexadeciltrimetilamónio e centrifugado a 15.000 g durante 
40 min. A suspensão foi sonicada três vezes durante 30 s. Uma parte do 
sobrenadante foi misturado com solução de tetrametilbenzidina 1,6 mM 
e 1 mM de H
2
O
2
. A atividade foi medida espectrofotometricamente, 
como a variação de absorvância a 650 nm a 37 ºC.(De Young et al., 
1989). 
 
3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS 
Foram realizados 2 testes comportamentais: habituação ao campo 
aberto e esquiva inibitória. Para os testes os animais foram divididos em 
dois grupos: controle (n = 10) e meningite (n = 10). Dezoito horas após 
a indução os animais foram tratados com ceftriaxona (100 mg/kg) 2 
vezes ao dia, durante 7 dias (Figura 4). 
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Figura 4:Linha de tempo representando o desenho experimental para testes 
comportamentais. Fonte: Laboratório de Microbiologia Experimental, UNESC. 
3.5.1 Ambiente enriquecido 
Para o enriquecimento de ambiente os animais foram divididos 
em 4 grupos experimentais: controle (n = 10); controle/enriquecimento 
de ambiente (n = 10);meningite (n = 10) e meningite/enriquecimento de 
ambiente (n = 10).  
Após 21 dias de vida os animais foram desmamados e expostos 
ao ambiente enriquecido durante três horas diárias, até atingirem 60 dias 
de vida, o que equivale à fase adulta. 
O ambiente enriquecido consiste em um aparato de 40 x 60 x 90 
cm. Nas caixas de ambiente enriquecido estão dispostos vários objetos 
como roda de corrida, escadas, rampas, tubos, cubos de Lego, peças de 
madeira, itens de suspensão, dentre outros objetos. A cada semana, os 
objetos foram substituídos por novos (Ohlsson e Johansson, 1995; 
Pereira et al., 2007; Avital et al., 2011). Permanecerem em cada caixa 6 
animais com alimento e água disponíveis durante todos os períodos em 
que os animais estiveram nas caixas (Ickes et al., 2000) (Figura 5).  
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Figura 5: Ambiente enriquecido. Fonte: Laboratório de Microbiologia 
Experimental, UNESC. 
 
Os animais dos grupos controle e meningite permaneceram na 
caixa de habitação padrão (49 × 34 × 16 cm) sem objetos de 
enriquecimento ambiental, contendo apenas roupa de cama. Os animais 
foram mantidos em grupos de 6 com livre acesso a comida e água. 
Quando atingiram 60 dias de vida os animais foram submetidos 
aos testes comportamentais e posterior retirada de estruturas para 
dosagens de citocinas, quimiocinas e BDNF. 
 
3.5.2 Habituação ao campo aberto 
O comportamento foi avaliado no aparato de campo aberto, a fim 
de avaliar as duas atividades locomotoras e exploratórias. O aparato 
mede 40 × 60 centímetros de campo aberto cercado por 50 centímetros 
de parede feitas de madeira com um vidro frontal (Figura 7). O piso do 
campo aberto é dividido em 9 retângulos por linhas pretas. Os animais 
foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e, em 
seguida, deixados sozinha para explorar a arena por cinco minutos 
(sessão treino). Imediatamente após este procedimento, os animais 
foram levados de volta para a sua gaiola moradia e 24 horas após eles 
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foram submetidos a uma nova sessão no aparelho de campo aberto 
(sessão de teste). Durante 5 minutos, em ambas as sessões, foram 
observadas e documentadas todas as vezes que o animal atravessava as 
linhas pretas demarcadas ou realizava atividade exploratória através de 
levantamentos. A diminuição do número de cruzamentos (crossings) e 
levantamentos (rearings) entre as duas sessões foi tomado como uma 
medida da retenção de memória de habituação (Vianna et al., 2000). 
 
Figura 6:Teste de habituação ao campo aberto. Figura elaborada pelo autor. 
 
3.5.3 Esquiva innibitória 
Este teste comportamental avalia a memória aversiva. O aparelho 
e os procedimentos têm sido descritos em estudos anteriores (Quevedo 
et al., 1997; Roesler et al., 2003). Resumidamente, o aparato consiste em 
uma caixa de acrílico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, 
Brasil), cujo piso consiste em barras paralelas de aço inoxidável 
(diâmetro de 1 mm) espaçadas em uma distância de 1 cm. Uma 
plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento foi colocada 
junto à parede esquerda do aparelho, conforme figura 8. Na sessão de 
treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que 
estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi 
cronometrado com um dispositivo automático. Imediatamente após 
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tocarem com as quatro patas na grade, os animais receberam um choque 
de 0,4 mA durante 2 segundos e voltaram à sua gaiola de origem. A 
sessão teste foi realizada 24 h após o treinamento (memória de longo 
prazo). Na sessão de teste, o animal foi novamente colocado na 
plataforma e medido o tempo que ele levou para descer (latência), 
porém não foi administrado o choque. A latência é um parâmetro 
clássico de retenção de memória (Izquierdo et al., 1998; Bevilaqua et al., 
2003). 
 
Figura 7: Teste de esquiva inibitória. Fonte Laboratório de Neurociências, UNESC. 
 
3.6ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
O dados de citocinas, quimiocina e BDNF foram expressos como 
média ± erro padrão da média (EPM) de 6 animais por grupo. As 
diferenças de cada grupo foram avaliadas através da análise da variância 
(ANOVA), seguido do post-hoc de Tukey. Para o teste de habituação ao 
campo aberto foram apresentados como média ± EPM de 10 animais por 
grupo, e analisados por teste t de Student pareado e ANOVA seguido do 
teste post-hoc de Tukey. Dados da tarefa de esquiva inibitória foram 
apresentados como mediana e intervalo interquartil, e as comparações 
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entre os grupos foram analisadas utilizando-se o teste U Mann-Whitney. 
As comparações dentro de cada grupo foram realizadas pelo teste de 
Wilcoxon. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente 
significativos. O programa StatisticalPackage for Social Sciences 
(SPSS) 20.0 foi utilizado para análises estatísticas. 
 
 
 
 
50 
4 RESULTADOS 
No hipocampo (Figura 8) houve um aumento nos níveis de 
CINC-1 e IL-
(p<0,05), 24 h (p<0,001) e 96 h (p<0, 001) após a indução da meningite 
pneumocócica. As citocinas IL-6 e IL-10 não foram alteradas quando 
comparados com o grupo controle e os níveis de TNF-
em 6 h (p<0,01 ), 12 h(p<0,001 ) e 96 h (p<0,05 ). 
No córtex (figura 9) os níveis de CINC-1 aumentaram em 6 h 
(p<0,05) e 48 h (p>0,001). A IL-
24 h (p<0,05). A IL-6 aumentou em 0 h (p<0.001), 6 h e 12h (p<0.01). 
Os níveis de IL-10 e TNF- p<0,001) e 12 
h (p<0,01) após a indução da meningite pneumocócica. 
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Figura 8: Avaliação dos níveis de CINC-1, IL-1, IL-6, IL-10 e expressão de TNF-
 no hipocampo após a indução da meningite por S. pneumoniae. Os resultados 
mostram a média ± EPM de 4-6 animais em cada grupo. Os símbolos indicam 
diferença estatisticamente significativa quando comparado com o grupo controle * 
p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001. 
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Figura 9:Avaliação dos níveis de CINC-1, IL-1 IL-6, IL-10 e expressão de TNF-
 no córtex cerebral após a indução da meningite por S. pneumoniae Os resultados 
mostram a média ± EPM de 4-6 animais em cada grupo. Os símbolos indicam 
diferença estatísticamente significativa quando comparado com o grupo controle * 
p< 0,05, ** p< 0,01, *** p<0,001. 
 
 
Na Figura 10, demonstramos o dano oxidativo no hipocampo e 
córtex dos animais. Os níveis de TBARS aumentaram em 12 h e 24h no 
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córtex (p<0,05) e em 48h houve uma diminuição desta concentração. No 
hipocampo, os níveis não sofreram alteração (Figura 10A). A 
carbonilação de proteínas foi aumentada em 24 h e 48 h no hipocampo 
(p<0,05)(Figura 10B).  
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Figura 10: Dano oxidativo no cérebro de rato durante o desenvolvimento de 
meningite pneumocócica em 6, 12, 24 e 48 horas após a indução. Os valores são 
expressos como média ± EPM (n = 5 para cada grupo). * Diferença significativa em 
comparação com o grupo controle * p<0,05. 
 
 
Na figura 11, mostramos a defesa enzimática no hipocampo e 
córtex dos animais. Houve um aumento na atividade da SOD (Figura 
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11A) no hipocampo em 12 e 48h (p<0,05) e uma diminuição dos níveis 
de SOD em 24h (p<0,05). A atividade da CAT (Figura 11B) aumentou em 48h 
no hipocampo e no córtex após a indução meningite(p<0,05). 
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Figura 11: Atividade enzimática cérebro de rato durante o desenvolvimento de 
meningite pneumocócica em 6, 12, 24 e 48 horas após a indução. Os valores são 
expressos como média ± EPM (n = 5 para cada grupo). * Diferença significativa em 
comparação com o grupo controle * p<0,05. 
 
 
Os níveis da atividade da MPO não se alteraram no hipocampo 
e no córtex após a indução (Figura 12). 
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Figura 12: Atividade Mieloperoxiase no hipocampo e córtex dos animais em 6, 12, 
24 e 48 horas após a indução da meningite pneumocócica. Os valores são expressos 
como média ± EPM (n = 5-6 apara cada grupo). * Diferença significativa em 
comparação com o grupo controle * p<0,05. 
 
A verificação da integridade da BHE no hipocampo (Figura 
13A) e córtex (Figura 13B) foi investigada através do extravasamento 
do corante azul de Evans. Observou-se que houve uma quebra da BHE 
no hipocampo, no prazo de 18 h e 24h (p<0,05) e no córtex que teve 
inicio em 12h até 24h após a indução da meningite pneumocócica 
(p<0,05). 
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Figura 13: Integridade da BHE investigada utilizando o extravasamento do corante 
azul de Evans extravasamento no hipocampo e no córtex após a indução de 
meningite por S. pneumoniae. (A) hipocampo e (B) córtex foram obtidos no em 6, 
12, 18, 24 e 30 h após a indução da meningite. Os resultados mostram a média e 
desvio padrão (5-7 animais por grupo). Os símbolos indicam estatisticamente 
significativa quando comparado com o grupo controle p<0.05. 
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Na figura 14, mostramos os resultados do teste de habituação ao 
campo aberto, onde houve diferença no número de levantamentos 
(Figura 14A) ecruzamentos (Figura 14B) nos grupos controle, 
controle/AE e meningite/AE nas sessões treino e teste (p> 0,05). 
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Figura 14: Habituação à tarefa de campo aberto em ratos Wistar adultos com 60 
dias após a indução da meningite pneumocócica durante a infância. Os resultados 
dos números de levantamentos e cruzamentos mostram a média e desvio padrão (10 
animais por grupo). Os símbolos indicam estatisticamente significativa quando 
comparado com o grupo controlep<0.05. 
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Na atividade de esquiva inibitória (Figura 15), verificou-se que 
houve diferenças significativas quando os animais dos grupos controle, 
controle/AE e meningite/AE foram reexpostos ao aparelho de esquiva 
inibitória na sessão teste em comparação a latência da sessão treino, 
exibindo memória aversiva adquirida para essa tarefa, no entanto, 
quando avaliamos a memória do grupo meningite, observamos que este 
não apresentou memória aversiva, quando comparado ao grupo controle 
(p< 0,05). 
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Figura 15: Tarefa de esquiva inibitória em ratos Wistar adultos com 60 dias após a 
indução da meningite pneumocócica durante a infância. O resultado da latência 
mostra à média e desvio padrão (10 animais por grupo). Os símbolos indicam 
estatisticamente significativa quando comparado com o grupo controlep<0.05. 
 
Na figura 16, mostramos a expressão de TNF-, IL-6, IL-10, IL-
4, CINC-1 e BDNF no hipocampo dos animais na vida adulta, após 
sobreviverem à meningite pneumocócica na infância. Observamos que 
os níveis de IL-10 e IL-4 (A e B)dos grupos meningite e meningite/AE 
apresentaram um aumento significativo quando comparado aos grupos 
controle (p<0,001) e controle/AE (p<0,001). Foi observado que os 
níveis de BDNF (C) do grupo meningite (p<0,05) e meningite/AE 
(p<0,01) apresentaram diferença significativa quando comparado ao 
grupo controle/AE. 
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Figura 16: Avaliação dos níveis de CINC-1, BDNF, IL-4, IL-6, IL-10 e TNF- no 
hipocampo dos animais sobreviventes a meningite na infância. Os resultados 
mostram a média ± EPM de 10-13 animais por grupo. A significância estatística foi 
avaliada por ANOVA, seguida do teste post-hoc de Tukey. Os símbolos indicam 
diferenças estatisticamente significativas em relação ao grupo de controle (* p<0,05, 
** p<0,01, e *** p<0,001) e (#p<0.05, ##p<0,01, e ###p< 0,001) em comparação ao 
grupo controle/AC. 
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A figura 17 mostra os níveis de TNF-α (Figura 17A) e BDNF 
(Figura 17B) no LCR dos animais na vida adulta, após sobreviverem à 
meningite pneumocócica na infância. Observamos que os níveis de 
BDNF nos grupos meningite e meningite/AE apresentaram um aumento 
significativo quando comparados aos grupos controle (p<0,001) e 
controle/AE (p<0,001). 
 
Figura 17: Avaliação da concentração de BDNF e TNF- no líquido 
cefalorraquidiano dos animais sobreviventes a meningite na infância. Os resultados 
mostram a média ± EPM de 10-13 animais por grupo. A significância estatística foi 
avaliada por ANOVA, seguida do teste post-hoc de Tukey. Os símbolos indicam 
diferenças estatisticamente significativas em relação ao grupo de controle (*p<0,05, 
**p<0,01, e ***p<0,001) e(# p<0.05, ##p<0,01 e ###p< 0,001) em comparação ao 
grupo controle/AE. 
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5 DISCUSSÃO 
Este trabalho mostrou a influência do S. pneumoniae sobre níveis 
os de citocinas/quimiocinas, MPO,estresse oxidativo e integridade da 
BHE em duas regiões do cérebro, o hipocampo e o córtex de ratos 
recém-nascidos induzidos a meningite pneumocócica. 
O cérebro dos neonatos produziu níveis mais altos de 
citocinas/quimiocinas, dano oxidativo e de defesa enzimática no início 
da infecção. Depois disso, observou-se a quebra da BHE no hipocampo 
e no córtex dos recém-nascidos infectados. 
Em outros estudos, as concentrações de TNF-α, IL-6 e IL - 10, 
bem como a infiltração de granulócitos apresentaram um aumento em 
18h pós-infecção no LCR(Sury et al., 2011), e apoptose ocorreu em 
neurônios imaturos pós-mitóticos do giro dentado em meningite 
experimental pneumocócica neonatal (Grandgirard et al., 2007b; 
Grandgirard et al., 2007c). Além disso, ratos recém-nascidos submetidos 
à meningite pneumocócica apresentaram déficit de comportamento na 
idade adulta(Barichello et al., 2010a). 
A meningite bacteriana é uma doença devastadora durante o 
período neonatal(Huang et al., 2000), causando uma inflamação grave e 
complexa que está associada com uma elevada taxa de 
mortalidade(Hoffman e Maldonado, 2008). Os componentes celulares 
bacterianos são reconhecidos por receptores Toll-like de ativação da 
resposta imune do hospedeiro(Klein et al., 2006). Em consequência, ele 
conduz à ativação do fator NF-B e desencadeia a expressão de 
citocinas inflamatórias e conseqüente aumento de leucócitos 
polimorfonucleares, os quais são atraídos para a corrente sanguínea e 
atravessam a BHE(Granert et al., 1994). Como resultado, grandes 
quantidades de O2
-
e NO são produzidos, o que leva à formação 
deONOO
-
(Klein et al., 2006) iniciando a peroxidação lipídica, 
carbonilação de proteínas e estresse oxidativo(Zhang et al., 2002; 
Sellner et al., 2010). Foi encontrada carbonilização de proteina apenas 
no hipocampo as 24 e 48 horas e no córtex foi verificado peroxidação 
lipídica nas primeiras horas após indução. Além disso, os lipídios da 
membrana neuronal contêm uma grande quantidade de ácidos graxos 
insaturados, principalmente nas regiões corticais (Halliwell e 
Gutteridge, 2007).  
O estresse oxidativo também leva a ativação de 
citocina/quimiocina, metaloproteinase de matriz e aumento da ativação 
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de neutrófilos (Klein et al., 2006). Em nosso estudo, verificamos um 
aumento de TNF-, IL-1 e CINC-1 no hipocampo em 6h, e manteve-se 
elevada até 96 horas após a indução da meningite. O TNF-e a IL-1, 
tem um papel importante como citocinas de resposta inflamatória inicial 
(Nathan e Scheld, 2000). Em pacientes, assim como em modelo animal 
de meningite, o TNF- aumentou precocemente no curso da doença 
(Brivet et al., 2005; Barichello et al., 2010b), e tambéma administração 
de TNF- no LCR resultou na quebra da BHE e geração de uma 
inflamação neutrofílica(Rosenberg et al., 1995; Tureen, 1995). A IL-1β 
é uma citocina pró-inflamatória que media algumas alterações 
relacionadas com meningite bacteriana, tais como, febre, 
neutrofilia(Saukkonen et al., 1990) e é produzida por células fagocíticas 
mononucleares e por células gliais do SNC através da estimulação por 
substâncias bacterianas ou TNF-α (Nathan e Scheld, 2000). Outra 
quimiocina envolvida na migração de células inflamatórias, infiltradas 
no parênquima cerebral é a CINC-1 (Katayama et al., 2009). No estudo, 
verificamos que os níveis CINC-1 começaram a aumentar nas primeiras 
horas no hipocampo e no córtex após a indução bacteriana. Em estudos 
anteriores, verificou-se o aumento dos níveis de CINC-1 em 6h após a 
indução da meningite (Barichello et al., 2010b).  
Estes níveis aumentaram primeiro no plasma da jugular e, em 
seguida, no plasma arterial em modelo animal de meningite 
pneumocócica, sugerindo sua produção no cérebro (Barichello et al., 
2012c; Barichello et al., 2012d). CINC-1 é um quimio-atraente de 
neutrófilos e pode estar relacionada com eventos precoces na 
fisiopatologia da meningite pneumocócica. As citocinas e CINC- 1 
aumentam antes da quebra BHE e essa alteração da permeabilidade da 
BHE ocorreu no hipocampo em 18 horas e no córtex em 12 h após a 
indução da meningite pneumocócica. Os microrganismos podem induzir 
disfunção BHE por afetar a liberação e/ou expressão de citocinas, 
quimiocinas e moléculas de adesão celular, o que resulta no aumento da 
permeabilidade BHE e pleocitose (Kim, 2003).  
Os nossos resultados demonstram que, durante este período, 
houve um aumento de peroxidação lipídica, carbonilização de proteína, 
citocinas e quimiocinas demonstrando que infecções bacterianas 
neonatais são graves. A interferência com a complexa rede de citocinas, 
quimiocinas, oxidantes e outros mediadores inflamatórios, pode ser 
responsável pela quebra da BHE e tendem a agravar a doença(Klein et 
al., 2010).  
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Sequelas neurológicas de longo prazo são encontrados em 
pacientes que sobrevivem a meningite bacteriana durante a infância, 
incluindo a surdez, déficits sensório-motor, convulsões e deficiências 
cognitivas como déficits de aprendizagem e memória(Meli et al., 2002). 
O AE utilizado em uma tentativa de minimizar o dano cognitivo é 
uma abordagem não farmacológica promissora e tem sido demonstrado 
que estimula a plasticidade cerebral, neurogênese e aumento da 
expressão do fator neurotrófico, bem como protege contraos efeitos de 
danos cerebrais (Fares et al., 2013). 
Este estudo mostrou que o enriquecimento ambiental preveniu a 
cognição em ratos que tiveram meningite pneumocócica neonatal. AE 
não altera o perfil de BDNF ou de citocinas em ratos adultos que 
tiveram meningite durante a infância. Os resultados atuais são 
consistentes com estudos anteriores do nosso grupo que mostram que os 
ratos que sobreviveram a meningite pneumocócica neonatal ou 
meningite por S. agalactiae apresentaram comprometimento de 
aprendizagem e de memória na vida adulta (Barichello et al., 2010a; 
Barichello et al., 2013). 
Comparado como grupo controle, o AE fornece maior 
oportunidades para o exercício voluntário e exploração de objetos 
novos, o que facilita a maior estimulação sensorial e cognitiva bem 
como a atividade física. Em vários modelos animais de distúrbios 
neurológicos, AEe exercício têm demonstrado efeitos vantajosos, 
incluindo efeitos benéficos sobre a aprendizagem e memória, melhora 
da plasticidade celular, expressão BDNF e neurogênese adulta(Ickes et 
al., 2000; Van Praag et al., 2000; Fares et al., 2013; Pang e Hannan, 
2013). 
Neste estudo os animais submetidos a meningite pneumocócica 
durante a infância apresentaram prejuízo de memória na idade adulta. 
Nos animais que foram submetidos à AE (promovendo a estimulação 
cognitiva através da atividade motora,estímulos visuais, reconhecimento 
de objetos, novidades, e modulação da atenção), estas deficiências de 
habituação e memórias aversivas foram prevenidas.AE também foi 
associado com melhor desempenho aprendizagem, neuroplasticidade, e 
os níveis aumentados de BDNF no cérebro dos ratos(Ickes et al., 2000).  
Este tratamento adjuvante não invasivo foi efetivo na indução da 
recuperação da memória prejudicada para reconhecimento de objetos e 
na preservação de densidade na espinha dendrítica hipocampal em ratos 
neonatais no acompanhamento de hipóxiaisquemia(Rojas et al., 2013). 
O AE tem demonstrado conferir benefícios cognitivos em longo 
prazo após dano traumático cerebral em ratos, incluindo aumento na 
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expressão de genes importantes para transdução de sinal, as vias de 
sinalização de cálcio, homeostase de membrana e no 
metabolismo(Cheng et al., 2012; Shin et al., 2013). 
O AE atenuou a produção de citocinas e quimiocinas em resposta 
a lipopolissacarídeos dentro do hipocampo e diminui a neuroinflamação 
do hipocampo durante infecção porInfluenza em roedores 
adultos(Jurgens e Johnson, 2012; Williamson et al., 2012).  
No presente estudo, os níveis de mediadores inflamatórios não 
diferiu significativamente entre o grupo de meningite e meningite/grupo 
AE; Assim, a prevenção de dano cognitivo não foi associada a esses 
parâmetros. O BDNF é uma importante neurotrofina que desempenha 
um papel importante no desenvolvimento, diferenciação e sobrevivência 
neuronal. A exposição ao AE restaura a expressão normal de BDNF 
após a redução dos mesmos por hipoperfusão cerebral crônica em 
ratos(Sun et al., 2010). 
O AE também aumentou a expressão do BDNF durante infecção 
por influenza e aumentou dos níveis de BDNF no prosencéfalo basal, 
córtex cerebral e hipocampo em ratos adultos(Ickes et al., 2000; Jurgens 
e Johnson, 2012). 
Na idade adulta, os níveis BDNF foram aumentados no LCR e no 
hipocampo em ambos grupos meningite. Este aumento nos níveis de 
BDNF em ambos os grupos de meningite pode estar relacionado com a 
manutenção dos níveis de citocinas durante a idade adulta, considerando 
que as células imunes podem expressar BDNF e que os neurônios são a 
principal fonte desta neurotrofina no SNC(Kerschensteiner et al., 1999). 
Correlacionando com os achados clínicos, em pacientes 
pediátricos com meningoencefalite e meningite bacteriana, tem-se 
encontrado elevados níveis de BDNF no LCR e no plasma(Chiaretti et 
al., 2004). 
A avaliação do desenvolvimento neuropsicomotor em crianças 
deve considerar a idade da criança na aquisição de marcos de 
desenvolvimento, como sorrisosocial, desenvolver adequado do controle 
da cabeça, estender a mão para objetos, rolar, ser capaz de manter uma 
posição sentada, chegar a uma posição sentada sem apoio, rastejar, 
caminhar de forma independente, balbuciar, e uso de primeiras palavras, 
frases e sentenças (Shevell e Association, 2009). 
As crianças que apresentam ou que podem ter uma anormalidade 
neurológica ou neuromuscular devem ser submetidos a uma avaliação 
neurológica completa, incluindo: história clínica, exame neurológico 
detalhado e itens adicionais do exame físico geral que são relevantes 
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para neurologia infantil. Em alguns casos, os testes de rastreio do 
desenvolvimento, também são úteis(Swaiman et al., 2006). 
Como o processo de desenvolvimento é evolutivo, uma avaliação 
normal em um determinado momento, não assegura que continuará 
normal, devendo ser acompanhado até idade escolar. 
Transpondo este trabalho para prática clínica, os resultados 
obtidos sugerem que programas de estimulação precoce para os 
sobreviventes de meningite neonatal podem ser benéficos na prevenção 
ou recuperação de danos cognitivos e de memória.Semelhante ao 
ambiente enriquecido utilizado neste trabalho, sala multissensorial 
(Snoezeling) proporciona uma grande quantidade de estímulos motores 
e sensoriais, visuais, sonoros, táteis e até odores, proporcionando uma 
grande interação e estimulação de potencialidades(Lotan, 2006). 
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6. CONCLUSÃO 
 
Após indução de meningiteem ratos Wistar neonatos por S. 
Pneumonieobtivemos aumento de citocinas antes da quebra da BHE e 
essa ruptura ocorreu no hipocampo em 18h e no córtex em 12h após a 
indução da meningite pneumocócica. A associação entre tempo de 
infecção e as complexas interações entre citocinas, quimiocina podem 
serresponsável pela quebra BHE e severidade da meningite 
pneumocócica neonatal. 
O AE pode ser uma estratégia experimental não invasiva para a 
recuperação neurológica após meningite bacteriana na infância. Maiores 
conhecimentos são necessários para elucidar os mecanismos subjacentes 
aos efeitos do enriquecimento ambiental na prevenção de disfunção 
neuronal. 
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